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過程は成熟化と呼ばれる．Hyp タンパク質群の一つ，HypA は活性部位への Ni 挿入
を担っており，HybD または HycI による C 末端切断にも，Ni による基質認識が必
須であることが知られている． 
 しかしながら，どのような機構で HypAが活性部位への Ni組み込みに働いている
か，HybD と HycI のようなプロテアーゼがどのように基質を認識するかについて
は，よく理解されていない点が多い．本研究では，これらの成熟化機構を明らかに
するため，好熱性アーキアである Thermococcus kodakarensis KOD1 由来のヒドロゲ
ナーゼ大サブユニット HyhL と成熟化タンパク質 HypA との複合体，および二つの
プロテアーゼ HybDと HycIの結晶構造を決定し，これらの構造と機能に関する研究
を行った． 
 HyhL-HypA 複合体は，精製した HyhL と HypA を混合することによって調製し，
ゲルろ過クロマトグラフィーを用いて複合体形成を確認した．複合体の結晶は二つ
の温度条件から析出し，20℃で得られた空間群 C222 の結晶，4℃で得られた P23 の
結晶について，それぞれ 3.24 Å および 3.30 Å 分解能で結晶構造を決定した．結晶
構造から，HyhL-HypA 複合体は疎水性相互作用およびβシート形成による水素結合
によって相互作用していることが分かった．両者の接触面では，HyhL の Phe44，
Ala43，HypA の Ile43，Phe46 などが疎水的に相互作用し，HyhL の N 末端が HypA
の Ni 結合ドメインの C 末端ストランドとβシートを形成していた．この複合体で
は Ni の結合は確認できなかったが，HypA の Ni 結合に関与する残基の His2 と
HyhLの活性部位残基の Cys65の距離は 12.2 Åで，十分に Niを伝達できることが分
かった． 
  
 HypA は，HypB とも Ni を含む複合体を形成することが知られている．HypA か
ら HyhL への Ni 伝達の機構を明らかにするため，HyhL，HypA，HypB 間の相互作
用をゲルろ過クロマトグラフィーで確認した．その結果，HyhL-HypA-HypB の三者
複合体は形成されず，また，HypA が HyhL の活性部位に Ni を伝達するためには，
HypA-HypB 複合体としてではなく，HypA のみで相互作用することが明らかになっ
た． 
 成熟化過程を理解するため，成熟化が完了されていない HyhL の構造と成熟化が
完了された Methanothermobacter marburgensis 由来の[NiFe]ヒドロゲナーゼ大サブユ
ニット FrhA の構造を比較したところ，両者の全体構造は類似しているものの，N
末端および C 末端の位置ならびに二次構造は大きく異なることが分かった．未成熟
型 HyhL の N 末端は分子の外側に突き出して HypA の Ni 結合ドメインと相互作用
しているのに対して，C 末端は成熟型 FrhA の N 末端と同じ位置にあることが明ら
かになった．一方，成熟型 FrhA の C 末端は活性部位に位置しておりヘリックス構
造を形成していた．これらの構造上の相違は，Niの活性部位への挿入および C末端
切断の後に構造的な変化が起こることを示唆している． 
 さらに，成熟化プロテアーゼ HybD および HycI の結晶構造をそれぞれ 1.82 Å，
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